急性移植物抗宿主病(aGVHD)是异基因造血干细胞移植(allo-HSCT)后的常见并发症之一，重度aGVHD患者病死率高。HLA全相合患者allo-HSCT aGVHD发生率为40%\~60%，HLA不全相合患者发生率更高[@b1]。aGVHD发病机制复杂，通常认为与免疫激活、炎症因子释放、细胞数量的改变和影响GVHD中的特定蛋白质水平有关。目前临床上诊断aGVHD主要根据临床特征及病理学证据，仍然缺乏监测、诊断aGVHD的生物标志物。最近，许多文献报道microRNA(miRNA)在aGVHD及肿瘤方面有重要作用。本文我们将miRNA在aGVHD中的研究进展进行综述。

一、miRNA的生物学特性

miRNA是在真核生物中发现的一类内源性的具有调控功能的非编码RNA，由20\~25个核苷酸构成[@b2]。miRNA通过与靶信使核糖核酸(mRNA)特异结合，从而抑制转录后基因的表达。miRNA在调控基因表达、细胞周期、生物体发育时序等方面起重要作用。根据多种疾病和miRNA功能联系的研究，已经建立起强大的数据库，它可以帮助预测miRNA的靶基因、分析数据的表达、信号通路之间的联系、解释在疾病中的作用。miRNA的数据库包括DIANALAB[@b3]、microRNA.org[@b4]、TargetScan[@b5]。类似的数据库还有AGIA[@b6]，用户通过提交mRNA和miRNA的表达情况，再通过特殊的算法，可以预测miRNA的靶基因。

miRNA成熟经历以下阶段[@b7]：①RNA聚合酶Ⅱ转录miRNA基因，产生具有帽子结构和多聚A尾巴的pri-miRNA；②pri-miRNA在核内被Drosha RNaseⅢ切割加工成大约70个核苷酸组成的miRNA前体pre-miRNA；③pre-miRNA在转运蛋白exportin5的作用下，由细胞核向胞质转运；④在Dicer酶作用下，pre-miRNA被切割成约22个核苷酸长度的双链miRNA，然后解链产生成熟的miRNA。单链miRNA与RNA介导的沉默复合体结合后形成复合物，称为miRNP。miRNA通过与靶基因的3′端非翻译区互补配对，指导miRNP复合体对靶基因mRNA进行切割或者翻译抑制。

二、不同组织器官miRNA的表达谱

目前已经证明miRNA在细胞或组织器官中存在特异性[@b2]。Allantaz等[@b8]已经证实正常人全血中特异的miRNA。他们研究了miRNA在B细胞、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、NK细胞、CD4^+^ T细胞、CD8^+^ T细胞、骨髓树突细胞、浆细胞样树突细胞、单核细胞9种不同类型免疫细胞中的表达。其中miR-378、miR-31、miR-143、miR-935存在于特定的免疫细胞中；miR-362-5p、miR-532-5p、miR-500\*、miR-663、miR-125a-5p、miR-150、miR-223、miR-652存在于两种或两种以上免疫细胞中。组织中也有特异的miRNA：miR-1是心脏特异的miRNA[@b9]；miR-122主要在肝脏中表达[@b10]；表皮和毛囊高度表达miRNA对皮肤的正常发育至关重要[@b11]--[@b12]，例如miR-199家族、miR-205、miR-27b、miR-203、miR-125b、miR-16、miR-21、miR-126、miR-143。研究表明皮肤特异的miR-203与皮肤的形态形成有关[@b13]--[@b14]。但是，肝脏、皮肤、胃肠组织中特异的miRNA在aGVHD中表达是否存在差异，尚未见相关报道。

三、miRNA表达与免疫反应

miRNA在各种免疫疾病及肿瘤方面也有重要作用。Du等[@b15]发现miR-326在多发性硬化患者的CD4^+^T细胞中特异性上调，其表达水平与这些细胞中的IL-17的表达水平呈正相关。他们证实在实验性自身免疫脑脊髓炎小鼠(多发性硬化模型小鼠)中提高miR-326水平会加重自身免疫脑脊髓炎病情，而抑制该小RNA水平则能显著减轻病情。他们的研究发现miR-326通过直接抑制负转录调控因子Ets-1的表达，促进小鼠外周淋巴结以及中枢病灶部位Th17细胞的分化。该项研究不仅揭示了非编码小RNA在多发性硬化发生过程中的新机制，并且为包括多发性硬化在内的自身免疫疾病治疗提供了可借鉴的新策略。Sonkoly等[@b16]研究表明miR-146a、miR-203、miR-21在银屑病中过表达，而miR-125b低表达；上调TNF-α时miR-125b低表达。类似的实验还有促炎因子IL-6可促进miR-21的表达[@b17]。miR-21已经被证明是致癌基因，存在于各种癌症组织[@b18]--[@b19]。miR-155与T细胞的活化有关[@b20]，提示miR-155可能与aGVHD有关。综上所述，越来越多的证据表明miRNA与免疫及肿瘤疾病的有关。

四、miRNA与aGVHD发病机制、诊断及治疗的研究

1．miRNA与aGVHD发病机制：GVHD发生的一个重要机制是供者移植物中的T细胞对宿主的主要和次要组织相容性抗原的差异识别。基于microRNA-155 (miR-155)在T细胞活化时上调，Ranganathan等[@b21]研究结果显示allo-HSCT后发生aGVHD小鼠的T细胞中miR-155上调；接受缺乏miR-155供者的淋巴细胞的小鼠，aGVHD显著减少；然而T细胞中过度表达miR-155的小鼠，致命的aGVHD发展迅速；他们用一种合成的抗miR-155的寡核苷酸抑制miR-155，可减轻aGVHD严重程度，同时延长小鼠的生存期。在人体内，miR-155在肠道aGVHD中上调。他们的研究提示，miR-155在aGVHD中有着至关重要的调控作用。miR-155可能通过下面几种机制调控aGVHD：①miR-155在allo-HSCT后调控aGVHD的严重程度，因为miR-155在人类很多疾病中有促炎作用，它促进T细胞炎症的发展，其中包括Th17和Th1亚群；②接受缺乏miR-155的供者T细胞移植术后，趋化因子(CCR5)的mRNA和蛋白下调，可能是通过减少IL-12R和通过STAF-4抑制下游信号通路；③接受缺乏miR-155的供者移植术后，SIP1显著下调。SIP1下调是通过调控FTY720，隔离二级淋巴器官的T细胞，减少淋巴细胞的迁移和组织浸润；④接受缺乏miR-155的供者T细胞移植术后，下调CXCR4减少炎症细胞的功能和炎症细胞的表型和迁移；⑤在aGVHD中miR-155上调，可能维持TNF-α的高水平，维持了炎症的持续状态。相似的实验，Leonhardt等[@b22]研究表明，miR-100在小鼠的肠道aGVHD中是下调的，miR-100在参与阻断炎症新生血管的形成有重要作用，他们的研究提示miR-100在aGVHD中是一个保护因素。同样，miR-34a在发生aGVHD的Fanconi贫血患者的移植前后做了相关研究，结果显示miR-34a在Ⅱ\~Ⅳ度肠道aGVHD较0\~Ⅰ度肠道aGVHD和未移植的患者高表达[@b23]。miR-34a高表达与上皮细胞凋亡数目相关，提示肠道aGVHD导致肠道上皮细胞大量凋亡。其机制可能是DNA损伤后，miR-34a诱导上皮细胞凋亡。最近研究表明，miR-146a在aGVHD小鼠T细胞中高表达。移植miR-146a^−/−^T细胞小鼠aGVHD严重程度增加，同时血清TNF水平上升[@b24]。TRAF6是miR-146a的靶基因，小鼠在接受同种异体抗原刺激后，miR-146a^−/−^T细胞中TRAF6上调，高水平的TRAF6增加NF-κB和TNF的产生；相反，化学合成的miR-146a或miR-146a的类似物过表达可减轻GVHD的严重性。在人类，供者体内单个核苷酸基因rs2910164可减低miR-146a的表达，导致严重的aGVHD。

2．miRNA与aGVHD的诊断：miRNA已经被证实具有细胞或组织器官特异性[@b25]，例如miR-1是心脏特异的miRNA[@b9]；miR-122主要在肝脏中表达[@b10]。当组织或细胞损伤时，miRNA可能就会释放入血或从细胞中分泌，Mitchell等[@b25]已经证明miRNA稳定存在循环中血浆及血清中。Xiao等[@b26]报道，4个miRNA组成的模板(miR-423、miR-199a-3p、miR-93\*、miR-377)在发生aGVHD的患者较未发生aGVHD患者高表达，并且在aGVHD临床诊断(16 d)前已经高表达。他们后期的工作大样本验证4个miRNA联合诊断aGVHD的方程，同时为每一例患者计算预测概率及计算发生aGVHD的阈值。这为诊断和预测aGVHD打下了基础，提供了途径。相关研究表明，sIL-2R可作为aGVHD的蛋白生物学标志，AUC值达到最高的一组蛋白质生物标志物包括sIL-2Ra、IL-8、肝细胞生长因子、肿瘤坏死因子受体-1[@b27]。但是Xiao等[@b26]发现在HSCT后6周sIL-2Ra在发生aGVHD与未发生aGVHD的患者之间差异无统计学意义。这些提示miRNA有望成为诊断aGVHD的无创的生物标志物。这些miRNAs在调控炎症、细胞增殖、凋亡和自噬方面有重要的作用，但是这项研究未指出miRNA对应靶器官组织，推测可能是激活T细胞后分泌的miRNA。

在第十八届欧洲血液学年会上，Efebera等[@b28]分析了allo-HSCT后血清中的miRNA的差异表达，在10例aGVHD患者中，7个miRNA (miR-146a、miR-323-b、miR-34c、miR-363、miR-4245、miR-29a、miR-181a)上调，3个miRNA(miR-3168、miR-662、miR-550a)下调。更进一步分析发现，在5例肠道aGVHD的患者中，3个miRNA (miR-146a、miR-4295、miR-181a)上调，4个microRNA (miR-3168、miR-582、miR-193a、miR-662)下调。他们还发现，在5例有皮肤aGVHD的患者中，5个miRNA (miR-323b、miR-34c、miR-3940、miR-3674、miR-4258)上调，2个miRNA(miR-3168、miR-3678)下调。

Xie等[@b29]研究中也证明miR-146a、miR-181a在aGVHD中是上调的，与Efebera等[@b28]结果一致，同时也发现miR-155在aGVHD中上调。他们同时检测血清中IFN-γ、IL-17、IL-9水平，发现这些细胞因子与aGVHD患者中miR-155水平呈正相关；同时Th17和Th9细胞的比例与aGVHD的患者miR-155水平呈正相关。之所以各研究机构之间miRNA表达不同，可能与患者的年龄、种族、疾病的类型和预处理方案有关。综上所述，miRNA有望成为aGVHD新的标志，用于监测和诊断aGVHD，指导临床医生用药。

3．miRNA与aGVHD的治疗：miRNA可通过以下两种模式用于治疗疾病：①miRNA抗体可以抑制病变组织过表达的miRNA；②miRNA类似物不像基因治疗那样困难，需要导入大量质粒到病变组织，这个可以用RNA沉默技术。在Ranganathan等[@b21]的研究中，用一种合成的抗miR-155的寡核苷酸抑制miR-155，可减轻aGVHD严重程度，同时延长小鼠的生存期。目前一项为建立miR-155在aGVHD中重要作用的临床试验正在进行(临床试验号NCT01521039)。Leonhardt等[@b22]报道用miR-100抗体抑制miR-100，增加小鼠的GVHD同时缩短了小鼠的寿命，提示miR-100是aGVHD的一个保护因素。但文献中没有涉及用miR-100的类似物是否会减轻aGVHD。Stickel等[@b24]研究表明miR-146a负向调节供者T细胞在aGVHD，通过靶向TRAF6，降低TNF转录。我们可以外源性补充miR-146a目标分子的方法来减轻GVHD，这为aGVHD的治疗提供新的策略。目前，miRNA用于治疗人类aGVHD还处于临床试验阶段，在动物实验中，miRNA似乎有很重要的作用，miRNA在治疗aGVHD还是有很广阔的前景，需要我们进一步深入研究。

五、展望

虽然miRNA在aGVHD中诊断还处于初期阶段，但最近的研究表明miRNA在诊断、预后和治疗标志有巨大潜力。将来临床应用中利用miRNA功能的知识在GVHD的管理和治疗可能发挥重要作用。一旦miRNA表达谱建立，miRNA的功能实验将会评估miRNA作为治疗靶点的特异性。这将会给aGVHD诊断、治疗带来新的机遇。
